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NOUVELLES FRACTIONS D'lg POSSEDANT UNE ACTIVITE 
IMMUNOMODULATRICE. 

5 La presente invention concerne un precede de preparation de fractions d'lg a partir 
d'Immunoglobulines intraveineuses polyvalentes humaines (IglV) qui seraient plus 
particulierement responsables de Teffet immunomodulateur observe au cours des 
traitements de certaines maladies autoimmunes. L'invention porte sur des fractions 
d'lg qui possedent une reactivite vis-a-vis des IgM, des F(ab')2 d'IgG ou de Thaptene 
10 DNP et pas ou peu de reactivite vis-a-vis des antigenes du non-soi, c'est a dire des 
fractions d'lg qui presentent des interactions de type idiotypique entre elles (fraction 
connectee) ou qui comprennent des anticorps naturels reagissant avec l'haptene DNP. 
Ces fractions montrent une polyreactivite vis-a-vis d'autoantigenes donnes. 

15 Les preparations d'IglV sont utilisees depuis de nombreuses annees pour le traitement 
de multiples etats pathologiques. Les indications majeures peuvent etre regroupees en 
trois cibles therapeutiques : 

Les deficits immunitaires primitifs ou secondaires, 
Le traitement de certaines maladies autoimmunes, 
20 - Les complications infectieuses et la maladie du greffon contre l'hote apres greffes 
de cellules hematopoietiques allogeniques. 

Dans le cas des deficits immunitaires, les IglV constituent un traitement substitutif qui 
permet d'apporter des IgG dont la concentration plasmatique chez les malades n'est 
25 pas suffisante pour neutraliser le developpement d'infections virales ou bacteriennes. 

Pour les maladies autoimmunes, Fefficacite des IglV est liee a des effets 
immunomodulateurs complexes. Prescrites dans le cadre des greffes de moelle osseuse, 
les IglV correspondent a un traitement substitutif en attendant la reconstitution 
30 immunologique des sujets greffes et exercent un effet immunomodulateur pour la 
maladie du greffon contre Fhote. 
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Les IglV sont preparees a partir d'un pool de plasmas provenant de plusieurs milliers 
de donneurs, elles presentent une repartition en sous-classes et des specificites 
anticorps refletant celle de la population generate. Ainsi, les IglV peuvent etre 
considerees comme un produit contenant la totalite du repertoire des anticorps naturels 
5 et des anticorps diriges contre les antigenes exterieurs et les autoantigenes. 

Le concept d'immunoregulation par les IglV s'est largement developpe depuis la 
demonstration de leur efficacite dans le purpura thrombopenique auto-immun (PTAI) 
en 1981 (1). Les IglV ont ete par la suite utilisees dans de nombreuses pathologies 

10 autoimmunes ou inflammatoires. Certaines indications, pour lesquelles l'efficacite des 
IglV a ete clairement etablie, sont officiellement reconnues par les instances 
reglementaires. II s f agit du PTAI, de la maladie de Kawasaki ou elles previennent tres 
efficacement les complications anevrismales (2,3), de la greffe de cellules 
hematopoietiques allogeniques ou elles modulent la reaction du greffon contre l'hote 

1 5 (4) et plus recemment, de la retinochoroidite de Birdshot, ou elles ameliorent Tacuite 
visuelle et ou elles permettent parfois de reduire la corticotherapie (5). 
D'autres indications sont considerees par les experts comme etant justifiees. Certaines 
cytopenies par exemple ou les IglV entrainent une amelioration rapide, mais souvent 
transitoire (6) et les hemophilies avec inhibiteurs (autoanticorps anti-facteur VIII) ou 

20 en revanche Tamelioration peut etre durable (7,8). Des resultats contradictoires ont ete 
obtenus dans les avortements a repetition avec des taux de succes encourageants dans 
certaines series (9,10). 

Depuis une dizaine d , annees, les IglV ont connu un essor tres important en neurologie 
25 grace a des etudes multicentriques controlees avec des criteres d'efficacite a la fois 
quantitatifs (scores neurologiques) et qualitatifs (nombre de patients ameliores). Ainsi, 
dans la maladie de Guillain-Barre de 1'adulte, les IglV sont aussi efficaces que les 
echanges plasmatiques et sont mieux tolerees (11,12). Elles sont conseillees en 
premiere intention dans les formes de l'enfant (13). Elles sont plus efficaces versus 
30 placebo dans les polyneuropathies inflammatoires chroniques demyelinisantes (14) et 
dans les dermatomyosites (15). Elles sont aussi efficaces et mieux tolerees que les 
echanges plasmatiques au cours des crises aigues de myasthenic (16). Enfin, une etude 
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versus placebo a demontre l'efficacite des IglV dans les formes alternant remissions el 
poussees de la sclerose en plaques (17). 

Plusieurs mecanismes ont ete proposes pour expliquer la diversite d'action des IglV 
5 (18): 

- . Le blocage des recepteurs Fc a la surface des macrophages, monocytes, 
neutrophiles et eosinophiles. 

La neutralisation des autoanticorps circulants par des anticorps anti-idiotype, 
L'inhibition des effets nefastes dus a Tactivation du complement, 
10 - La modulation du reseau des cytokines, 

et/ou la selection des repertoires immunitaires par interaction avec les lymphocytes 
TetB. 

Ces mecanismes pourraient rendre compte des effets a la fois precoces et prolonges des 
15 IglV. 

Une fraction (dite connectee) d'lg peut etre purifiee sur une colonne d'affinite dont les 
F(ab')2 d'IglV ou des IgG entieres ont ete couples a des billes de Sepharose (19 et 20). 
Les IgM contenus dans le serum d'individus normaux se lient aux fragments F(ab')2 

20 des IgG autologues et inhibent r association de ces IgG aux autoantigenes (21). Les 
IgM contribuent a reguler Tautoreactivite naturelle des IgG a travers des interactions de 
type idiotypique (21). Ces Ig ou leur F(ab')2 peuvent inhiber la liaison de certains 
autoanticorps a leurs antigenes comme cela a ete demontre par des tests realises in vitro 
(22). La fraction connectee d'lg obtenue a partir d'IglV renfermerait en particulier des 

25 anticorps reconnaissant des determinants anti-idiotypiques presents sur les 
autoanticorps IgG ou IgM capables de se neutraliser entre eux et d'alterer la fonction et 
la dynamique du reseau idiotypique (23). Par ailleurs, une fraction d'lg caracterisee en 
ce qu'elle reagit avec l'haptene DNP est decrite comme contenant des anticorps 
naturels polyreactifs et autoreactifs (24). 

30 

D'autres documents decrivent le principe general pour Tobtention de fractions 
connectees. Parmi ces documents, on peut citer la demande de brevet WO 98 /26086 
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qui porte sur un procede pour preparer une composition purifiee d'anticorps 
comprenant des anticorps anti-idiotypes, ledit procede consistant en r adsorption d'un 
pool d'IgG sur un substrat solide contenant un determinant idiotypique d'un 
autoanticorps, et en une elution. 
5 EP 293 606 decrit une methode generate pour la purification d'un anticorps X par 
interaction idiotypique / anti-idiotypique comprenant les etapes suivantes : 

a) attachement d'un anticorps Y a un support solide, ledit anticorps reconnaissant 
Pidiotype de X, 

b) mise en contact d'un echantillon contenant un anticorps X avec le support solide 
1 0 dans un tampon approprie, 

c) elution et d) recuperation de Fanticorps X purifie. 

WO 97/191 13 a trait a F utilisation d'anticorps monoclonaux anti-idiotypes de type IgG 
comme immunoregulateur de la reponse immunitaire, en particulier pour le traitement 
des maladies autoimmunes. 

15 

Actuellement, la tolerance et Tefficacite des IgG polyvalentes mises dans le commerce, 
notamment TEGELINE® (LFB, France) sont reconnues en particulier dans le traitement 
du PTI, de la maladie de Kawasaki et de la retinochoroidite de type "Birdshot", 
pathologies pour lesquelles des AMM ont ete obtenues. Cependant, les posologies 
20 actuelles dans ces indications sont importantes, et le mode d'administration reste lourd 
et complexe (perfusions de plusieurs heures en milieu hospitalier). Le probleme 
consiste done a preparer une fraction active dans les pathologies autoimmunes, de 
fa<?on a rendre la preparation plus efficace et d'une utilisation plus commode. 

25 L'objectif a la base de la presente invention est done d'obtenir des Ig specifiques 
permettant une diminution des posologies, ayant une efficacite maintenue voire accrue, 
une meilleure tolerance, et dont le mode d'administration est plus simple. On a montre 
qu'il est possible de preparer des fractions repondant aux problemes mentionnes 
precedemment en les preparant a partir de pools d'lg de maniere a ce qu'elles aient une 

30 reactivite anti IgM, anti F(ab')2 d'IgG ou anti DNP, peu ou pas de reactivite vis-a-vis 
des antigenes du non-soi, et/ou qui montrent une polyreactivite vis-a-vis de certains 
autoantigenes. 
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Description 

Ainsi, la presente invention concerne la purification des Ig contenues dans les IglV 
5 polyvalentes qui serai ent plus particulierement responsables de Peffet 
immunomodulateur observe au cours du traitement de certaines maladies 
autoimmunes. L'invention repose sur les caracteristiques de ces fractions d'IgG qui 
possedent une reactivite vis-a-vis des IgM, des F(ab')2 d'IgG ou de Fhaptene DNP et 
pas ou peu vis-a-vis de Fanatoxine tetanique et de l'antigene HBs (ant i genes du non- 
10 soi), c'est a dire des fractions comportant des Ig presentant des interactions de type 
idiotypique entre elles (fraction connectee) ou comprenant des anticorps naturels. Ces 
fractions montrent une polyreactivite vis-a-vis de certains autoantigenes. 

La preparation des fractions d'lg est faite par chromatographic d'affinite en utilisant la 
15 propriete de ces Ig de se reconnaitre entre elles, de reconnaitre les IgM ou de se lier a 
Fhaptene DNP. La matiere premiere utilisee pour obtenir ces fractions provient d'lg 
polyvalentes, notamment celles qui sont preparees et commercialisees par le LFB 
(France), ou de toute autre fraction intermediaire obtenue au cours du procede de 
fabrication des IglV polyvalentes a usage therapeutique. Le procede general de 
20 preparation d'IglV polyvalentes comporte essentiellement les etapes suivantes : 

Fractionnement du plasma provenant d'un pool de donneurs par precipitation, 
adsorption et/ou filtration puis ultrafiltration (obtention d'une premiere fraction 
" PSO 1"), 

Traitement par la pepsine a pH acide, formulation, repartition, et lyophilisation 
25 (obtention du produit TEGELINE®), 

Un autre traitement pourrait utiliser la chromatographic sur colonne echangeuse 
d'anions, ultrafiltration, obtention d'une fraction intermediaire (appelee " PSO 2") 
et chauffage, ultrafiltration, formulation et repartition (obtention d'une fraction 
IglV liquide). 

30 On entend par " Ig polyvalentes " dans le cadre de l'invention, des IgG ou des IgM 
polyvalentes entieres, des fragments d'IgG polyvalentes tels que F(ab')2 ou F(ab) et 
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toute fraction intermediate obtenue au cours du procede de fabrication des IglV 
polyvalentes. 

Un premier aspect de l'invention concerne une fraction d'lg reagissant avec au moins 
5 un composant selectionne parmi les IgM, les F(ab')2 d'IgG et l'haptene DNP avec un 
taux d'enrichissement superieur a 20 par rapport a l'activite des Ig polyvalentes 
initiates, et en ce qu'elle ne reagit pas avec Fanatoxine tetanique et 1'antigene HBs 
avec un taux d'enrichissement inferieur a 5 par rapport a l'activite des Ig polyvalentes 
initiates. 

10 

Cette fraction d'lg peut consister en une fraction d'IgG ou une fraction d'IgM. 
De preference, elle reagit avec un composant selectionne parmi les IgM, les F(ab')2 
d'IgG et l'haptene DNP avec un taux d'enrichissement superieur a 40 par rapport a 
l'activite des Ig polyvalentes initiates. 

15 

La fraction selon l'invention peut egalement reagir avec au moins Fun des 
autoantigenes selectionnes parmi la myosine, l'actine, la tubuline, et la proteine 
basique de la myeline (MBP) avec un taux d'enrichissement superieur a 10, de 
preference 20 par rapport a l'activite des Ig polyvalentes initiates. 

20 

Avantageusement, la fraction reagit avec 1' ensemble des autoantigenes evoques 
precedemment. 

Une fraction preferee selon l'invention peut se definir en ce qu'elle reagit avec un 
25 composant selectionne parmi les IgM, les F(ab')2 d'IgG et l'haptene DNP avec un taux 
d'enrichissement superieur a 40 par rapport a l'activite des Ig polyvalentes initiates, et 
avec la myosine, l'actine, la tubuline, et la MBP avec un taux d'enrichissement moyen 
superieur a 20 par rapport a l'activite des Ig polyvalentes initiates. 

30 Les fractions evoquees peuvent reagir avec les IgM ou les F(ab')2 d'IgG. Elles peuvent 
aussi reagir avec l'haptene DNP et dans ce cas, elle ne reagissent pas avec les IgM et 
les F(ab')2 d'IgG. 
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Un deuxieme aspect de V invention porte sur un procede de preparation de fractions 
d'lg caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) Preparation d'un support insoluble sur lequel sont greffees un composant 
selectionne parmi les IgGJes IgM polyvalentes et du DNP-Lysine, 
5 b) adsorption d'lg polyvalentes sur le support obtenu a l'etape a), 

c) _ elution des Ig retenues sur la partie des immunoglobulines liees au support de fa$on 

a recueillir la fraction connectee par interactions idiotypiques IgG-IgG ou IgM-IgG, 
ou elution de la fraction interagissant avec le DNP, 

d) selection des fractions presentant une reactivite vis-a-vis des IgM, des F(ab')2 
10 d'lgG ou de 1'haptene DNP, pas ou peu de reactivite vis-a-vis d'antigenes du non- 

soi et/ou une polyreactivite vis-a-vis d'autoantigenes donnes, 

e) selection des fractions presentant une activite inhibitrice de la proliferation des 
lymphocytes en culture mixte, de preference avec une efficacite 10 a 50 fois 
superieure a TEGELINE®. 

15 

Dans ce procede, les Ig absorbees peuvent etre des IgG ou des IgM. 

Les fractions d'lg obtenues sont preparees a partir d'lg polyvalentes ou tout autre 
fraction intermediaire obtenue au cours du procede de fabrication des IglV a usage 

20 therapeutique. Ces Ig polyvalentes peuvent etre des IgG ou des IgM. 

Dans les Ig polyvalentes, il existe des anticorps naturels qui interagissent avec 
1'haptene DNP et des anticorps qui interagissent avec les idiotypes exprimes par des 
autoanticorps de type IgG ou IgM (fraction connectee) et qui possedent une certaine 
autoreactivite. On entend par " fraction connectee " dans le cadre de V invention une 

25 fraction qui presente un pourcentage eleve d'lg interagissant entre elles ou avec des 
IgG ou des IgM par liaison idiotype - anti-idiotype. 

La strategic utilisee pour determiner, parmi les differentes fractions, la ou les 
fraction(s) possedant les proprietes recherchees, c'est a dire, les fractions contenant le 
30 plus fort titre en autoreactivite et reagissant avec le plus grand nombre d'autoantigenes, 
consiste a les soumettre a un criblage pouvant comporter plusieurs etapes successives. 
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Les differents tests in vitro et/ou in vivo utilises permettent de selectionner a chaque 
etape les fractions les plus actives sur des criteres de plus en plus specifiques. 

Le procede selon ]' invention peut done comporter des etapes permettant la selection de 
5 fractions d'lg presentant des caracteristiques donnees. 

En ce sens, Tetape d) peut comprendre une mesure du taux d'enrichissement en 
anticorps reactifs contre les IgM, les F(ab*)2 des IgG ou l'haptene DNP utilisees pour la 
purification. 

10 L'etape d) peut egalement comporter une mesure de la reactivite pour l'anatoxine 
tetanique et Tantigene HBs en prenant le taux d'enrichissement comme valeur 
controle. 

De preference, Tetape d) comprend un test ELISA effectue sur un panel 
d'autoantigenes selectionnes notamment parmi Tacrine, la myosine, la MBP, et la 
15 tubuline. 

L'etape d) du procede selon Tinvention peut comprendre en outre un test de 
competition pour controler Factivite neutralisante des fractions vis-a-vis 
d'autoanticorps provenant de serum de patients atteints de maladies autoimmunes, 
20 et/ou un test d' inhibition de la reaction lymphocytaire mixte avec des cellules 
humaines pour mesurer la capacite inhibitrice. 

Ce test de reaction lymphocytaire mixte peut comprendre les etapes suivants : 

obtention de prelevements sanguins d'un donneur A et d'un donneur B 
incompatible au niveau des antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite 
25 (CMH), 

purification des cellules mononuclees sur ficoll, 
- mise ne culture de 2.10 5 cellules du donneur B en presence de 210 5 cellules du 
donneur A, 

mesure de la proliferation des cellules au jour 4 par mesure de T incorporation de 
30 thymidine tritiee. 
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L'etape a) consiste en un greffage d'IgG ou d'IgM polyvalentes ou de DNP-Lysine sur 
un support insoluble, notamment sur un gel de Sepharose®, de Trisacryl®, d'Affiprep®, 
d'Affigel® , gels actives avec les groupements CNBr, NHS ou C 5 H 8 0 2 
(glutaraldehyde). Les Ig deposees sur le support solide obtenu a Petape a) sont 
5 adsorbees soit sous forme d'lg polyvalentes lyophilisees et remises en solution ou sous 
forme liquide, soit sous forme de fractions intermediaires obtenues au cours d'un 
procede de fabrication des Ig polyvalentes. Les Ig deposees comprennent des IgG ou 
des IgM. 

Avantageusement, P absorption est effectuee dans des conditions de temperature allant 
10 de 4° a 40°C et en tampon phosphate 20 mM ou equivalent comprenant du NaCl dont 
la concentration peut varier de 0 M a 3 M. 

L'elution des Ig retenues a Petape b) sont de preference eluees a Petape c) avec un 
tampon d'ions dissociant la liaison Ag-Ac ou DNP-Ac ? selectionne notamment parmi 
les chaotropes tels que la glycine-HCl ou Piodure de sodium (Nal) dans des conditions 
1 5 faisant varier le pH, de preference entre 2,8 a 4,0. 

Dans un mode particulier de realisation, ce procede comprend les etapes suivantes : 

a) Greffage d'IgG ou d'IgM polyvalentes ou de DNP-Lysine sur un support solide ou 
support d'affinite (immunoadsorbant) habituellement utilise en chromatographic 

20 d'affinite. De tels supports sont bien connus de l'homme du metier. On peut citer 

par exemple un gel de Sepharose®, de Trisacryl®, d'Affiprep®, d'Affigel®, gels 
actives avec les groupements CNBr, NHS ou C 5 H 8 02 (glutaraldehyde). 

b) Adsorption d'lg en tampon phosphate 20 mM ou equivalent comprenant duNaCl 
dont la concentration peut varier de 0 M a 3 M sur le support solide obtenu a 

25 Petape a), deposees soit sous forme d'lg polyvalentes lyophilisees et remises en 

solution ou sous forme liquide, soit sous forme de fractions intermediaires 
obtenues au cours du procede de fabrication des Ig polyvalentes. Les Ig adsorbees 
comprennent des IgG ou des IgM. 

c) Elution des Ig retenues a l'etape b) avec un tampon d'ions dissociant la liaison Ag- 
30 Ac selectionne notamment parmi les chaotropes tels que la glycine-HCl ou 

Piodure de sodium (Nal) dans des conditions faisant varier le pH, de preference 
entre 2.8 a 4.0, et/ou la force ionique et/ou par toute autre methode equivalente 
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permettant la rupture des liaisons IgG-IgG, IgG-IgM ou Ig-DNP-Lysine de fa<?on a 
obtenir des fractions d'Igayant un profil de reactivite different de celui des Ig 
polyvalentes de depart, 
d) Mesure en ELISA du taux d'enrichissement en anticorps reactifs contre des IgM, 
5 des F(ab')2 d'IgG ou Phaptene DNP ou TNP utilises pour la purification, mesure 

. de la reactivite pour Panatoxine tetanique et Pantigene HBs en prenant le taux 
d'enrichissement comme valeur controle, et mesure du taux d'enrichissement en 
reactivite vis-a-vis d'un panel d'autoantigenes selectionnes notamment parmi 
Pactine, la myosine, la MBP, et la tubuline. 
10 Comme evoque precedemment, on peut egalement inclure dans ce procede une etape 
supplemental comprenant un test de reaction lymphocytaire. 

Dans chaque cas, la fraction non retenue sur les differentes colonnes peut egalement 
servir de controle en plus de la preparation initiale d'Ig. 

15 Bien entendu, certains parametres du procede peuvent etre modifies a la convenance de 
Phomme du metier par de simples experiences de routine. L'invention porte done 
egalement sur un procede evoque ci-dessus dans lequel les parametres sont determines 
en fonction des fractions que Pon a selectionnee au prealable a P etape d). II s'agit de 
definir les parametres optimums pour obtenir une fraction ayant les proprietes 

20 particulieres que l'on souhaite et d'appliquer ensuite ces parametres a l'echelle d'un 
procede industriel selon 1' invention. De tels parametres peuvent etre les parametres qui 
caracterisent les fractions decrites ci-dessus. Ainsi, le procede peut etre adapte a 
Pobtention des fractions decrites ci-dessus. De meme, Pinvention vise un procede de 
fabrication industrielle de fractions presentant une reactivite vis-a-vis d'un composant 

25 selectionne parmi les IgM, les F(ab')2 d'IgG et Phaptene DNP, pas ou peu de 
reactivite vis-a-vis d'antigenes du non-soi et une polyreactivite vis-a-vis 
d'autoantigenes donnes caracterise en ce qu'on met en oeuvre les etapes a) b) et c) 
decrite ci-dessus en respectant ou en adaptant les parametres utilises lors de la 
preparation des fractions d'interet prealablement selectiortnees. 

30 L'invention a egalement pour objet les fractions susceptibles d'etre obtenues a partir du 
procede evoque precedemment. 
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Les proprietes immunomodulatrices des quelques fractions selectionnees par les tests 
in vitro peuvent etre egalement determinees in vivo dans plusieurs modeles animaux de 
maladies autoimmunes et de la maladie du greffon contre Phote (GVH) apres 
allogreffes. 

5 

Plusieurs types de modeles ont ete choisis en fonction du mecanisme d' action mis en 
jeu : 

Modeles dans lequel la fonction effectrice est assuree par P intermediate de 
cellules T ou par des anticorps, 
10 - Modeles dans lequel les mecanismes dependent de Pinteraction avec les F(ab)'2 
ou les Fc. 

Deux maladies autoimmunes experimentales chez le rat, ou la fonction effectrice est 
assuree par P intermediate de cellules T, sont plus particulierement choisies car elles 
15 ont ete decrites comme etant sensibles a P administration d'IglV et presentent 
Pavantage de pouvoir apporter une reponse rapide quant a Pefficacite des fractions (les 
effets protecteurs sont evaluables en 4 semaines environ). II s'agit des modeles 
suivants : 

1) L'uveite autoimmune experimental ou UAE induite par Pinjection de Pantigene 
20 retinal de boeuf ou de son peptide immunodominant a des rats Lewis. 

2) La polyarthrite rhumatoide (PR) induite chez des rats Dark Agouti par injection de 
collagene bovin de type II. 

Dans chaque cas, la severite de la maladie est evaluee de maniere clinique et/ou 
25 histopathologique et plusieurs parametres biologiques tels que la perte de poids, la 
production d'anticorps contre Pautoantigene injecte sont mesures au cours du temps. 

Un modele de GVH aigue chez le rat a ete ajoute car cette maladie a ete decrite comme 
sensible a I' administration d'IglV. La GVH est induite chez le rat hybride (Lewisx 
30 Brown-Norway) par injection de cellules lymphoides provenant de rats Lewis. La 
maladie est evaluee par la perte de poids, la presence d'erytheme et le taux de 
mortalite. 
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Le modele animal d'anemie hemolytique autoimmune (AHA) qui met principalement 
en jeu Taction des anticorps, est proche des pathologies hemolytiques observees chez 
l'homme. Elle est induite par 1' injection de globules rouges (GR) de rat a des souris 
5 C3H prealablement splenectomisees. Ce test est utile en raison de Pefficacite des IglV 
observee dans Panemie hemolytique chez Phomme. Le developpement de Panemie est 
suivi par la diminution du nombre de GR et Papparition dans le serum des animaux 
d'autoanticorps diriges contre leurs propres GR. 

10 L'effet protecteur du produit TEGELINE® , IgG ou IgM polyvalentes ou tout autre 
produit intermediate obtenus au cours du procede de fabrication des Ig polyvalentes, 
est prealablement teste dans ces modeles et les conditions optimales d'administration 
(dose, nombre, delais et voie d'injection) sont determinees. Les fractions selectionnees 
sont injectees a des doses de cinq a vingt fois inferieures a celles de TEGELINE® et 

15 Pefficacite de ces traitements est mesuree dans les differents modeles de maladies 
autoimmunes. 

De surcroit, on peut mettre en oeuvre des modeles experimentaux utilisant des cellules 
humaines. 

20 

La souris SCID/NOD humanisee apparaTt comme le meilleur modele pour evaluer 
Pefficacite in vivo sur des cellules humaines pathologiques des fractions 
preselectionnees par les tests sur les modeles animaux. 

25 Les modeles de la cirrhose biliaire primitive, de la myastenie et de la thyroidite 
d'Hashimoto ont ete selectionnes car les cellules provenant de ces pathologies ont deja 
ete greffees avec succes a des souris SCID. D'autres pathologies pourront etre choisies 
par la suite. 

30 Dans une phase ulterieure et dans le but d'augmenter les connaissances sur le 
mecanisme d'action d'une fraction donnee, demontree comme efficace, on peut mettre 
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en ceuvre d'autres modeles complementaires afin d'etendre les indications de 
Tutilisation des fractions denvees des IglV, telles que TEGELINE® ou autres. 

L'etape d) peut done comprendre en outre un ou plusieurs test(s) in vitro, notamment 
5 les tests decrits ci-dessus. 

Ainsi, le procede selon I' invention permet notamment la preparation et la selection des 
fractions dont les caracteristiques sont definies ci-dessus. 

0 Une fois que les fractions d'interet ont ete identifies, les parametres des etapes a), b) 
et c) peuvent etre employes dans Ie cadre d'un procede 'industriel de fabrication 
desdites fractions. Un tel procede avec les parametres adequats selon les fractions 
d'interet prealablement selectionnees est un objet supplemental de l'invention. 

5 Un aspect complementaire de T invention porte sur les fractions susceptibles d'etre 
obtenues a partir du procede defini ci-dessus. 

II est necessaire de noter que la description de la presente invention n'est pas 
limitative, que des procedes equivalents et des fractions equivalentes forment 
egalement l'invention. 

3 

Les fractions selon V invention presentent plusieurs avantages dont les principaux sont 
les suivants : 

Une diminution des posologies. Etant donne que le nouveau produit propose 
correspond a une fraction contenue dans les Ig polyvalentes la quantite injectee d'lg 
presentant des proprietes immunomodulatrices est inferieure a celle des IglV 
habituellement prescrites. Les doses efficaces peuvent etre reduites d'un facteur de 
5 a 20 voire plus. Cet avantage est considerable car les posologies actuellement 
utilisees pour les Ig polyvalentes disponibles sont tres elevees : de l'ordre de 1 a 2 
g/kg. 

Une efficacite maintenue voire accrue car le produit est enrichi en Ig 
immunomodulatrices, 
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Une meilleure tolerance. Avec des concentrations plus faibles, la tolerance du 
nouveau produit est amelioree. En effet, actuellement il est necessaire de prendre 
certaines precautions au cours de 1' administration des IglV avec, en particulier, une 
perfusion lente du produit pendant plusieurs heures pour eviter certains effets 
5 secondares, comme par exemple des reactions allergiques. 

Une prescription simplifiee. L'administration de faibles doses permet d'instaurer 
des traitements ambulatoires venant se substituer aux perfusions actuelles realisees 
en milieu hospitalier. 

10 Un aspect supplemental porte sur F utilisation des fractions d'lg selon Tinvention 
pour la preparation d ? un medicament. Ce medicament est pliis particulierement adapte 
au traitement des maladies autoimmunes, de la GVH, et/ou du rejet de greffe apres 
transplantation. 

15 Les fractions selon Tinvention sont utiles pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement de la maladie de Kawasaki, de la retinochoroiclite de Birdshot, 
eventuellement en association avec une corticotherapie, pour le traitement de certaines 
cytopenies, des hemophilics avec inhibiteurs (autoanticorps anti-facteur VIII), et/ou 
pour prevenir ou empecher le rejet immunitaire de greffes de cellules et/ou d'organes et 

20 le developpement de la GVH apres greffe de cellules allogeniques. 

Les fractions selon 1' invention sont egalement utiles pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de maladies neurologiques, notamment la maladie de 
Guillain-Barre de Tadulte, les polyneuropathies inflammatoires chroniques 
25 demyelinisantes, les dermatomyosites, la myasthenic, et/ou la sclerose en plaques. 

On se referera aux legendes des figures presentees ci-apres pour la suite de la 
description. 



30 
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Legendes 

Figure 1A-1D : Evaluation des proprietes d'une fraction obtenue a partir de 

TEGELINE® (support solide a base d'Affigel greffe avec TEGELINE®) 

Les parametres du precede de preparation de cette fraction sont explicites plus en detail 

a I'exemple 1 ci-apres. 

FNA signifie fraction non absorbee. 

Les figures 1A et 1C illustrent la reactivite specifique vis-a-vis des F(ab')2 d'IgG et 
les figures IB et ID representent la reactivite vis-a-vis des autoantigenes. 



Figure 2A-2D : Evaluation des proprietes d'une fraction obtenue a partir de 
TEGELINE® (support solide a base de NHS-Sepharose). 

Les parametres du precede de preparation de cette fraction sont explicites plus en detail 
a I'exemple 2 ci-apres. 

15 Les figures 2A et 2C illustrent la reactivite specifique vis-a-vis des F(ab')2 d'IgG et 
les figures 2B et 2D representent la reactivite vis-a-vis des autoantigenes. 

Figure 3A-3D : Evaluation des proprietes d'une fraction obtenue a partir de 
TEGELINE® (support solide a base de NHS-AffiPrep avec DNP-Lysine). 
20 Les parametres du precede de preparation de cette fraction sont explicites plus en detail 
a I'exemple 3 ci-apres. 

Les figures 3A et 3C illustrent la reactivite specifique vis-a-vis des F(ab')2 d'IgG et 
les figures 3B et 3D representent la reactivite vis-a-vis des autoantigenes. 

25 Figure 4A-4D : Evaluation des proprietes d'une fraction obtenue a partir de 
TEGELINE® (support solide a base de NHS-Sepharose greffe avec des IgM). 
Les parametres du precede de preparation de cette fraction sont explicites plus en detail 
a I'exemple 4 ci-apres. 

Les figures 4A et 4C illustrent la reactivite specifique vis-a-vis des IgM et les figures 
30 4B et 4D representent la reactivite vis-a-vis des autoantigenes. 
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Figure 5 : Evaluation de la capacite de TEGELINE® ou des fractions a inhiber la 
liaison entre TADN et des anticorps anti-ADN provenant d'un serum de patient atteint 
d'un Lupus Erythemateux . 

Les conditions experimentales du test de competition sont explicitees a Texemple 6 ci- 
5 apres : 

■ 47-2 EN (anti-DNP) ; O 47-4 EN (anti-DNP) ; □ Tegeline ; O 46-8 EA (anti- 
Tegeline) ; ■ 46-9 EA (anti-Tegeline). 

Figure 6 : Evaluation de I'effet protecteur de la fraction anti-DNP compare a Tegeline 
10 sur le developpement de la polyarthrite rhumatoide induite par le collagene II chez le 
rat. 

Cette figure represente revolution du score arthritique avec des fractions DNP- 
LYSINE. 

Les modalites d'induction de la maladie ainsi que de 1' administration des produits sont 
15 decrits a Pexemple 7A ci-apres. 

Figure 7 : : Evaluation de I'effet protecteur de la fraction anti-DNP compare a 
Tegeline sur le developpement du diabete induit par le cyclophosphamide chez la 
souris NOD male. 

20 Les modalites d' induction de la maladie ainsi que de V administration des produits sont 
decrits a Fexemple 7B ci-apres . 

Les precedes de preparation et devaluation de Factivite de fractions enrichies en IgG 
presentant la propriete de s'associer a d'autres IgG dans des interactions de type 
25 idiotypique sont presentes plus en details dans les exemples ci-apres. 

Exemple 1 : Procede selon Tinvention avec TEGELINE® et un support solide 
AffigeL 

30 Les IgG polyvalentes ont ete couplees a un gel de NHS-Affigel a raison de 21mg de 
produit par ml de gel. Une dose de 20 g d' IgG polyvalentes a la concentration de 
20 mg/ml a ete mise en contact par recirculation en colonne avec 21 
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d'immunoabsorbant pendant 4h a 22°C en PBS. L'elution a ete ensuite effectuee en 
glycine HCL 0,1 M pH 3,25 et I'eluat concentre sur une membrane d' ultrafiltration 
ayant un seuil de coupure de 30kD. 

La concentration a ete mesuree en nephelemetrie. Le taux de recuperation s'eleve a 
5 0,42 % dans I'eluat et a 89 % dans la FNA. 

Le taux d'enrichissement en reactivite vis a vis des F(ab')2 de cet eluat par rapport aux 
IgG polyvalentes de depart, s'eleve a 65. 

Cette fraction possede une reactivite enrichie par rapport a celle des IgG polyvalentes 
0 vis-a-vis de plusieurs autoantigenes et une absence de reactivite vis-a-vis de 
1'anatoxine tetanique et de Pantigene HBs (voir figure 1 et tableau 1). 



Tableau 1 



Antigenes 


Taux 




% de recuperation 




d'enrichissement 






testes 


Eluat 


FNA 


Eluat 


FNA 


F(ab')2 


65 


0,3 


28 


26 


TNP 


90 


0.7 


39 


62 


Anatoxine 


1,8 


1.1 


0.8 


106 


HBs 


2.5 


1.4 


1.1 


132 


Actine 


63.5 


0.7 


27 


69 


Myosine 


76 


0,6 


33 


57 


MBP 


29 


1 


12 


90 


Tubuline 


80 


0.8 


34 


74 



15 Exemple 2 : Procede selon l'invention avec TEGELINE®et un support solide 
NHS-Sepharose. 

Des IgG polyvalentes ont ete couplees a un gel de NHS-Sepharose a raison de 10 mg 
de proteine par ml de gel. Une dose de 50 mg d'IgG polyvalentes a la concentration de 
20 1 mg/ml a ete mise en contact par recirculation en colonne avec 20 ml 
d'immunoabsorbant pendant 4h a 22°C en PBS. La fraction non absorbee ou FNA a ete 
recueillie et conservee a -80°C. L'elution a ensuite ete effectuee en tampon glycine 
HC1 0,1M pH 3.5 et Peluat concentre par centrifugation sur membrane d'ultrafiltration 
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ayant un seuil de coupure de 30 kD. La concentration en IgG a ete mesuree par 
nephelometric Le taux de recuperation s'eleve a 0,77 % dans 1'eluat et a 94,7 % dans 
la FNA. 

Le taux d'enrichissement en reactivite vis-a-vis des F(ab')2 de cet eluat par rapport 
5 aux IgG polyvalentes de depart, s'eleve a 76. 

Cette fraction possede une reactivite enrichie par rapport a celle des IgG polyvalentes 
vis-a-vis de plusieurs autoantigenes et une absence de reactivite vis-a-vis de 
1'anatoxine tetanique et de Fantigene HBs (figure 2 et tableau 2). 



Tableau 2 



Antigenes 


|Taux d'enrichissement 


% de recuperation 


Testes 


Eluat 


FNA 


Eluat 


FNA 


TNP 


32 


0.45 


22 


39 


F(ab')2 


76 


0,2 


51 


22 


Anatoxine 


1.3 


1 


0,9 


86 


HBs 


4,87 


1,1 


3,3 


96,4 


Actine 


29,5 


0,6 


20 


47 


Myosine 


35 


0,6 


24 


55 


MBP 


29 


0,7 


20 


58 


Tubuline 


22,4 


0,6 


15 


54 



Exemple 3 : Procede selon 1'invention avec DNP-Lysine et un support solide NHS- 
AffiPrep. 

Le DNP-Lysine a ete couple a un gel de NHS-Affiprep a raison de 4mg de produit par 
ml de gel. Une dose de 60 g d' IgG polyvalentes a la concentration de 50 mg/ml a ete 
mise en contact par recirculation en colonne avec 2 1 d'immunoabsorbant pendant 4h a 
22°C en PBS. L'elution a ete ensuite effectuee en iodure de sodium (KI) 2M a pH 7. 
Apres concentration sur une membrane d' ultrafiltration ayant un seuil de coupure de 
30kD, Teluat est dessale contre du PBS sur une colonne de Sephadex G 25. 
La concentration a ete mesure en nephelometric Le taux de recuperation s'eleve a 
0,12% dans Teluat et a 85 % dans la FNA. 

Le taux d'enrichissement en reactivite vis a vis du TNP-Ova de cet eluat par rapport 
aux IgG polyvalentes de depart, s'eleve a 239. 
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Cette fraction possede une reactivite enrichie par rapport a celle des IgG polyvalentes 
vis-a-vis de plusieurs autoantigenes et une absence de reactivite vis-a-vis de 
Tanatoxine tetanique et de 1'antigene HBs (figure 3 et Tableau 3). 

5 Tableau 3 



Antigenes 


Taux 




% de recuperation 




d'enrichissement 






testes 


Eluat 


FN A 


Eluat 


FNA 


TNP 


239 


0,9 


23 


94 


F(ab*)2 


2,9 


0,9 


0,6 


92 


Anatoxine 


2,4 


1 


0,5 


104 


HBs 


3,2 


1 


0,7 . 


104 


Actine 


117 


1,1 


24 


120 


Myosine 


83 


1,2 


17 


129 


MBP 


63 


1 


13 


102 


Tubuline 


137 


1,5 


28 


152 



Exemple 4 : Procede selon l'invention avec des IgM polyclonals et un support 
solide NHS-Sepharose. 

Des IgM polyclonals humaines (purete 90%) ont ete couplees a un gel de NHS- 
Sepharose a raison de 10 mg de proteines par ml de gel. Une dose de 50 mg d'IgG 
polyvalentes a la concentration de 1 mg/ml a ete mise en contact avec 20 ml 
d'immunoadsorbant pendant 4h a 22°C en PBS. La fraction non adsorbee ou FNA a ete 
recueillie et conservee a -80°C. L'elution a ensuite ete effectuee en tampon glycine 
HCL 0,1M pH 3,5 et l'eluat concentre par centrifugation sur membrane d'ultrafiltration 
ayant un seuil de coupure de 30 kDa. 

La concentration en IgG a ete mesuree par nephelometric Le taux de recuperation 
s'eleve a 0,20 % dans Peluat et a 98,7 % dans la FNA. 

Le taux d'enrichissement en reactivite vis-a-vis des IgM de cet eluat par rapport aux 
IgG polyvalentes de depart, s'eleve a 64. 

Cette fraction possede une reactivite enrichie par rapport a celle des IgG polyvalentes 
vis-a-vis de plusieurs autoantigenes et une absence de reactivite vis-a-vis de 
Panatoxine tetanique et de Tantigene HBs (figure 4 et tableau 4). 
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Tableau 4 



Antigenes 
testes 


Taux d'enrichissement 


% de recuperation 


Eluat 


FNA 


Eluat 


FNA 


TNP 


71,5 


0,5 


13 


44,5 


IgM 


64 


1,2 


11,4 


106 


F(ab')2 


24,5 


0,7 


4.5 


67 


Anatoxine 


1,8 


0,8 


0,3 


76 


HBs 


< seuil 


0,8 


< seuil 


76 


Actine 


52 


0,3 


9 


33 


Myosine 


54 


0,6 


10 


54 


MBP 


39,5 


0,5 


7 


50 


Tubuline 


58 


0,7 


10 


62 



Exemple 5 : Inhibition de la proliferation de lymphocytes humains en MLC 

Les lymphocytes d'un donneur A et d'un donneur B incompatibles au niveau des 
molecules HLA ont ete separes sur ficoll et mis en culture a la concentration de 2X 10 5 
par puits en milieu PPM1 1640 additionne de 10 % de serum de veau foetal. Des 
concentrations decroissantes de Tegeline, de fragments Fc ou F(ab') 2 de Tegeline ou 
des differentes fractions presentees dans les exemples 1 a 4 sont ajoutees au milieu. 
Apres 4 jours de culture a 37°C en atmosphere C0 2 , 1 uCi = 37 KBq de thymidine 
Tritiee est ajoute pendant les dernieres 6h de culture. La mesure du taux 
d' incorporation de thymidine tritiee dans les cellules humaines qui reflete la 
proliferation est effectuee a l'aide d'un compteur a scintillation p. Le pourcentage 
d'inhibition de la proliferation des lymphocytes en presence des differents composants 
ajoutes a la culture est calcule par rapport a la proliferation des cellules des donneurs A 
et B melangees. Le tableau 5 presente les resultats en terme de dose en u.g/ml de 
fractions ou de produits capables de dormer une inhibition de 50% de la proliferation 
des cellules. Les fractions presentees dans les exemples 1 a 4 sont capbles d'inhiber la 
proliferation des lymphocytes en culture mixte avec une efficacite 10 a 50 fois 
superieure a celle de Tegeline. 
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Tableau 5 : Inhibition par TEGELINE® et par les fractions de la proliferation de 

lymphocytes humains en culture mixte 



Reference 

ft ULltt/ff 3 


Support d'affinite 


Dose en u2/ml donnant 
50 % d'inhibition de la 
proliferation 






I Experience 1 


Experience 2 


~>, r 1 ■ ® 

Tegehne 


NA 


160 


80 


Fc de Tegeline® 


NA 


1 000 


NT 


F(ab')2 de Tegeline 


NA 


NT 


250 


Exemple 1 


AffiGel NHS Tegeline 


7 


NT 


Exemple 2 


Sepharose NHS Tegeline 


5 


NT 


Exemple 3 


AfflPrep NHS DNP- 
Lysine 


9 


2 


Exemple 4 


Sepharose NHS IgM 


2,5 





NA = non applicable 



5 NT = non teste 

Exemple 6 : Test de competition des fractions vis a vis d'anticorps pathogenes 

Tegeline ou les fractions anti-Tegeline preparees selon P exemple 2 ou les fractions 
10 anti-DNP preparees selon Pexemple 3 sont incubees, en presence d'anticorps 
biotinyles anti-ADN provenant d'un malade atteint de Lupus Erythemateux, dans une 
plaque de microfiltration recouverte d'ADN. Le pour^entage d'inhibition de la liaison 
de Panticorps biotinyie anti-ADN a PADN est mesure en fonction de la concentration 
de Tegeline ou des fractions ajoutees. Les resultats presentes figure 5 montrent que les 
15 fractions anti-DNP inhibent environ dix fois plus la proliferation que Tegeline pour 
une meme concentration. Les fractions anti-Tegeline au contraire favorisent la liaison 
des anticorps pathogenes a PADN en etablissant des interactions de type idiotypique. 
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Exemple 7 : Applications cliniques. 

Les fractions enrichies en autoreactive et se montrant efficaces dans les modeles 
experimentaux de maladies autoimmunes sont destinees a etre utilisees dans le 
traitement de nombreuses pathologies ou les IglV ont ete montrees comme ayant une 
action therapeutique, et en particulier les maladies autoimmunes, la GVH et le rejet de 
greffe apres transplantation. 

Exemple 7A : Effet des fractions anti-DNP compare a Tegeline sur le developpement 
0 de la polyarthrite rhumatoide induite par le collagene II chez le rat. 

Les fractions enrichies en autoreactivite provenant de l'elution d'IgG polyvalentes d'un 
gel de NHS-Affiprep couple au DNP-Lysine (fig 3 et exemple 3) ont ete injectees ip a 
differentes doses a des rats ayant recu du collagene II pour induire le developpement 

5 d'une polyarthrite rhumatoide. L'efficacite de protection contre la polyarthrite 
rhumatoide des fractions a ete comparee a celle obtenue par les memes doses d'IgG 
polyvalentes initiales. Les resultats cumules de deux experiences independantes (figure 
6) montrent que la dose efficace sur le developpement de la polyarthrite rhumatoide 
des fractions provenant de l'elution du gel de NHS-Affiprep couple au DNP-Lysine est 

0 dix fois inferieure a la dose efficace de Tegeline. 

Exemple 7B : Effet de la fraction anti-Tegeline et de la fraction anti-DNP sur le 
developpement du diabete induit par la cyclophosphamide chez la souris NOD male. 

Les souris NOD males nouveau-nees sont injectees trois fois par semaine pendant 4 
semaines soit par Tegeline a la dose de lmg/souriceau soit par la fraction anti- 
Tegeline ou la fraction anti-DNP a la dose de 0.1 mg/souriceau. Le developpement du 
diabete est declenche a l'age de 8 semaines par deux injections de cyclophosphamide 
(200 mg/kg) espacees de deux semaines. La figure 7 montre que le pourcentage de 
souris diabetiques [le taux de sucre dans le sang superieur a 3g/l) est significativement 
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diminue dans le groupe de souris NOD injecte par la Tegeline (14 %) et dans le groupe 
injecte par la fraction anti-DNP (21 %) mais pas dans le groupe injecte par la fraction 
anti-Tegeline compare au groupe non traite (68 %)]. 

5 Ces indications ne sont pas exclusives et pourront etre etendues. Lesdites fractions sont 
formulees avec un vehicule pharmaceutique adapte a une administration intraveineuse, 
avec un conditionnement soit sous forme lyophilisee, soit sous forme liquide ou une 
autre voie (IP, ID, IM) selon les indications recherchees. 
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REVINDICATIONS 



5 1. Fraction d'lg caracterisee en ce qu'elle reagit avec au moins un composant 
selectionne parmi les IgM, les F(ab')2 d'IgG et l'haptene DNP avec un taux 
d'enrichissement superieur a 20 par rapport a l'activite des Ig polyvalentes 
initiales, et en ce qu'elle ne reagit pas avec l'anatoxine tetanique et l'antigene HBs 
avec un taux d'enrichissement inferieur a 5 par rapport a l'activite des Ig 
10 polyvalentes initiales. 

2. Fraction d'lg selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle consiste en une 
fraction d'IgG ou d'IgM. 

15 3. Fraction selon Tune des revendications 1 et 2 caracterisee en ce qu'elle reagit avec 
un composant selectionne parmi les IgM, les F(ab')2 d'IgG et l'haptene DNP avec 
un taux d'enrichissement superieur a 40 par rapport a l'activite des Ig polyvalentes 
initiales. 

Fraction selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee en ce qu'elle reagit avec 
au moins 1'un des autoanti genes selectionnes parmi la myosine, Factine, la 
tubuline, et la proteine basique de la myeline (MBP) avec un taux 
d'enrichissement superieur a 10 par rapport a l'activite des Ig polyvalentes 
initiales. 

5. Fraction selon la revendication 4 caracterisee en ce qu'elle reagit avec au moins 
l'un des autoantigenes selectionnes parmi la myosine, Factine, la tubuline, et la 
MBP avec un taux d'enrichissement superieur a 20 par rapport a l'activite des Ig 
polyvalentes initiales. 

6. Fraction selon Tune des revendications 1 a 5 caracterisee en ce qu'elle reagit avec 
la myosine, l'actine, la tubuline, et la MBP. 
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7. Fraction selon Tune des revendications 1 a 6 caracterisee en ce qu'elle reagit avec 
un composant selectionne parmi les IgM, les F(ab')2 d'IgG et l'haptene DNP avec 
un taux d'enrichissement superieur a 40 par rapport a I'activite des Ig polyvalentes 
initiates, avec la myosine, l'actine, la tubuline, et la MBP avec un taux 
d'enrichissement moyen superieur a 20 par rapport a I'activite des Ig polyvalentes 
initiates. 



8. Fraction selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce qu'elle reagit avec 
10 les IgM ou les F(ab')2 d'IgG. 

9. Fraction selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce qu'elle reagit avec 
l'haptene DNP et en ce qu'elle ne reagit pas avec les IgM et les F(ab')2 d'IgG. 

15 10. Procede de preparation de fractions d'lg caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) Preparation d'un support insoluble sur lequel sont greffees un composant 
selectionne parmi les IgG, les IgM polyvalentes et du DNP-Lysine, 

b) adsorption d'lg polyvalentes sur le support obtenu a Petape a), 

20 c) elution des Ig retenues sur la partie des immunoglobulines liees au support de 
fafon a recueillir la fraction connectee par interactions idiotypiques IgG-IgG ou 
IgM-IgG ; ou elution de la fraction interagissant avec le DNP, 

d) selection des fractions presentant une reactivite vis-a-vis des IgM, des F(ab')2 
d'IgG ou de l'haptene DNP, pas ou peu de reactivite vis-a-vis d'antigenes du non- 
25 soi et/ou une polyreactivite vis-a-vis d'autoantigenes donnes, 

e) selection des fractions presentant une activite inhibitrice de la proliferation des 
lymphocytes en culture mixte avec une efficacite 1 0 a 50 fois superieure a 
TEGELINE®. 
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11. Procede selon la revendication 10 caracterise en ce que les Ig absorbees consistent 
en des IgG ou des IgM. 

12. Procede selon Tune des revendications 10 et 1 1 caracterise en ce que les fractions 
5 d'lg sont preparees a partir d'lg polyvalentes ou toute autre fraction intermediate 

obtenue au cours du procede de fabrication des IglV a usage therapeutique. 

13. Procede selon la revendication 12 caracterise en ce que les Ig polyvalentes utilisees 
pour preparer les fractions consistent en des IgG ou des IgM. 

0 

14. Procede selon Tune des revendications 10 a 13 caracterise en ce que Petape d) 
comprend une mesure du taux d'enrichissement en anticorps reactifs contre les 
IgM, les F(ab')2 d'IgG ou Phaptene DNP utilises pour la purification. 

15. Procede selon l'une des revendications 10 a 14 caracterise en ce que Tetape d) 
comprend une mesure de la reactivite pour Panatoxine tetanique et Pantigene HBs 
en prenant le taux d'enrichissement comme valeur controle. 

16. Procede selon l'une des revendications 10 a 15 caracterise en ce que Tetape d) 
comprend un test ELISA effectue sur un panel d'autoantigenes selectionnes 
notamment parmi Pactine, la myosine, la MBP, et la tubuline. 

17. Procede selon Tune des revendications 10 a 16 caracterise en ce que Petape d) 
comprend un test de competition pour controler Pactivite neutralisante des 
fractions vis-a-vis d'autoanticorps provenant de serum de patients atteints de 
maladies autoimmunes. 

18. Procede selon Pune des revendications 10 a 17 caracterise en ce que Petape d) 
comprend un test d 'inhibition de la reaction lymphocytaire mixte avec des cellules 
humaines pour controler la reactivite des Ig purifiees. 
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19. Procede selon Tune des revendications 10 a 18 caracterise en ce que Petape a) 
consiste en un greffage d'IgG, d'IgM polyvalentes ou de DNP-Lysine sur un 
support solide, notamment sur un gel de Sepharose®, de Trisacryl®, d'Affiprep®' 
d' Affigel® , gels actives avec CNBr, NHS ou C 5 H 8 0 2 (glutaraldehyde). 

5 

20. Procede selon Tune des revendications 10 a 19caracterise en ce que les Ig 
deposees sur le support solide obtenu a Petape a) sont adsorbees soit sous forme 
d'IgG polyvalentes lyophilisees et remises en solution ou sous forme liquide, soit 
sous forme de fractions intermediates obtenues au cours d'un procede de 

10 fabrication d'IgG polyvalentes en tampon phosphate 20 mM comprenant du NaCl 

dont la concentration peut varier de 0 M a 3 M. 

21. Procede selon Pune des revendications 10 a 20caracterise en ce que Pelution des 
Ig retenues a Petape b) est effectuee avec un tampon d'ions dissociant la liaison 

15 Ag-Ac ou Ag-DNP, selectionnes notamment parmi les chaotropes tels que la 

glycine-HCl ou Piodure de sodium (Nal), dans des conditions faisant varier le pH, 
de preference entre 2.8 a 4.0 et/ou la molarite du tampon. 

22. Procede selon Pune des revendications 10 a 21 caracterise en ce que Pabsorption 
20 est effectuee dans des conditions de temperature allant de 4° a 40°C et en PBS. 

23. Procede selon Pune des revendications 10 a 22 caracterise en ce qu'on selectionne 
a Petape d) des fractions selon Pune des revendications 1 a 9. 

25 24. Procede de fabrication industrielle de fractions presentant une reactivite vis-a-vis 
d'un composant selectionne parmi les IgM, les F(ab')2 d'IgG et Phaptene DNP, 
pas ou peu de reactivite vis-a-vis d'antigenes du non-soi et une polyreactivite vis- 
a-vis d'autoantigenes donnes caracterise en ce qu'on met en oeuvre les etapes a), b) 
et c) de la revendication 10 en respectant ou en adaptant les parametres utilises 

30 lors de la preparation des fractions d'interet prealablement selectionnees. 
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25. Fractions susceptibles d'etre obtenues a partir d'un procede selon Tune des 
- revendications 10 a 24. 

26. Utilisation d'une fraction d'lg selon Tune des revendications 1 a 9 et 25 pour la 
5 preparation d'un medicament. 

27. Utilisation selon la revendication 26 pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement des maladies autoimmunes, de la GVH, et/ou du rejet de greffe apres 
transplantation. 

28. Utilisation selon la revendication 26 pour la preparation 'd'un medicament destine 
au traitement de la maladie de Kawasaki, au traitement de la retinochoroidite de 
Birdshot, eventuellement en association avec une corticotherapie, au traitement de 
certaines cytopenies, des hemophilics avec inhibiteurs (autoanticorps anti-facteur 
VIII), et/ou pour prevenir et/ou empecher le rejet immunitaire de greffes de 
cellules et/ou d'organes et le developpement de la GVH apres la greffe de cellules 
hematopoietiques allogeniques. 

Utilisation selon la revendication 26 pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement de maladies neurologiques, notamment la maladie de Guillain-Barre 
de l'adulte, les polyneuropathies inflammatoires chroniques demyelinisantes, les 
dermatomyosites, la myasthenic, et/ou la sclerose en plaques. 

25 



30 



10 



15 



29. 

20 



WO 00/74717 



PCT/FROO/01560 



1 / 11 



c 
E 

CO 

.22 

JZ 

o 

£= 
<D 

X 
Z3 
CD 



90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 
0 



□ Eluat 
^FNA 



F(ab')2 



TNP Anatoxine HBs 



FIGURE 1A 




Actine Myosine MBP Tubuline 



FIGURE IB 



WO 00/74717 



PCT/FR00/01560 



2/11 




F(ab')2 TNP Anatoxine HBs 



FIGURE 1C 




Actine Myosine MBP Tubuline 



FIGURE ID 



WO 00/74717 



PCT/FR00/01560 



3/11 



a 
£ 

to 

In 
o 
'i_ 
c 

CD 
TD 

X 
=5 
CD 



80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 



□ Eluat 
^FNA 




TNP 



F(ab')2 Anatoxine 



HBs 



FIGURE 2A 




□ Eluat 
HI FNA 



Actine Myosine MBP Tubuline 



FIGURE 2B 



WO 00/74717 



PCT/FR00/01560 



4/11 




F(ab')2 TNP Anatoxine HBs < 



FIGURE 2C 




Actine Myosine MBP Tubuline 



FIGURE 2D 



WO 00/74717 



PCT/FR00/01560 



5/11 



250 



| 200 

</> 

J? 150 

o 

I "100 

T3 



TO 



50 



0 



TNP 



□ Eluat 



^FNA 



F(ab')2 Anatoxine HBs 



FIGURE 3A 




□ Eluat 
^FNA 



Actine Myosine MBP Tubuline 



FIGURE 3B 



WO 00/74717 



PCT7FR00/01560 



6/11 




TNP F(ab')2 Anatoxine HBs 



FIGURE 3C 




□ Eluat 
m FNA 



Actine Myosine MBP Tubuline 



FIGURE 3D 



WO 00/74717 



PCT/FR00/01560 



7/11 



FIGURE 4A 



c 

CD 

£ 

CD 
CO 
CO 

'sz 

o 

c 

CD 
TD 

X 
3 



80 

70 

60 

50 

40 1 

30 

20 

10 



0 




CL 



JQ 
CO 



CD 

"x 
o 

"co 
a 

< 



□ Eluat 



FNA 



C/) 

DD 



FIGURE 4B 



c 

CD 



60 



I 40 

V) 



y 30 
20 

0 



□ Eluat 
M FNA 



Actine Myosine MBP Tubuline 



WO 00/74717 



PCT/FR00/01560 




FIGURE 4D 




□ Eluat 
H FNA 



Actine Myosine MBP Tubuline 



WO 00/74717 



PCT/FR00/01560 




WO 00/74717 



PCT7FR00/01560 



10/11 




aaoos 



WO 00/74717 



PCT/FROO/01560 



11/11 




o 
c 
c5 

E 
o 

-HI 

a> 

< 



sonbjiaqeip sunos ap o6ejuaojnod 




^09/980833 



IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 



JC10Rec'dPCT/PTC 0 7 DEC 2001 



Application No. : 



U.S. National Serial No. : 



Filed : 



PCT International Application No. : 



PCT/FR00/01560 



VERIFICATION OF A TRANSLATION 



I, the below named translator, hereby declare that: 
My name and post office address are as stated below; 

That I am knowledgeable in the French language in which the below identified international 
application was filed, and that, to the best of my knowledge and belief, the English translation 
of the international application No. PCT/FROO/01560 is a true and complete translation of the 
above identified international application as filed. 

I hereby declare that all the statements made herein of my own knowledge are true and that all 
statements made on information and belief are believed to be true; and further that these 
statements were made with the knowledge that willful false statements and the like so made 
are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United 
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the patent 
application issued thereon. 



Date: November 21, 2001 




Full name of the translator : 



Elaine Patricia PARRISH 



For and on behalf of RWS Group pic 



Post Office Address 



Europa House, Marsham Way, 
Gerrards Cross, Buckinghamshire, 
England. 



• 4 



